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1. RESUMO 
 
 O gênero Canavalia pertence à família das Leguminosas (Fabaceae), que é uma 
das maiores famílias do reino vegetal. A espécie Canavalia rosea, também conhecida 
como feijão-da-praia, é classificada como uma planta herbácea e trepadeira, que se 
estende ao longo das dunas da praia e em costões. Seus caules rastejantes e 
subterrâneos fixam-se ao substrato arenoso impedindo a movimentação da areia, e assim 
diminuindo a erosão do solo.  
 Apesar do grande número de estudos realizados com as sementes de plantas do 
gênero Canavalia, não foram relatados nenhum estudo fitoquímico e biológico realizados 
com a espécie C. rosea. Dessa forma, objetiva-se o desenvolvimento de um estudo 
fitoquímico de C. rosea, biomonitorado pelos “bioensaios de bancada” para a avaliação da 
atividade alelopática, antioxidante e citotóxica.  
 O extrato bruto hidroalcoólico (EBH) das folhas de C. rosea foi particionado com 
solventes de diferentes polaridades, obtendo-se as frações acetato de etila (FAe), n-
butanol (FBu) e aquosa (Aq). Desta última obteve-se ainda a resina (R). 
A atividade citotóxica do EBH, resina e frações, foi avaliada frente ao bioensaio 
que utiliza Artemia salina. Às soluções etanólicas dos extratos em diferentes 
concentrações (100 - 1000 μg.mL-1), adicionou-se larvas de A. salina, sendo determinada 
a mortalidade após 24 horas. Em paralelo utilizou-se um controle positivo (K2Cr2O7) e um 
controle negativo (etanol:água). A concentração para matar 50% das larvas, a DL50 
crônica, foi determinada através de um gráfico de mortalidade (%) em função do 
logaritmo da dose ministrada. A maior toxicidade frente ao teste foi obtida para a FAe, e 
em menor proporção para o EBH e a resina. A FBu apresentou baixa atividade citotóxica. 
A atividade antioxidante foi avaliada através da mistura de DPPH 0,004% com 
soluções dos extratos em diferentes concentrações (10 – 200 μg.mL-1). A concentração 
necessária para obter 50% de atividade, IC50, é determinada através do gráfico de % 
DPPH versus Concentração do extrato. A IC50 não foi alcançada em nenhum dos testes. 
Pode-se inferir que a atividade antioxidante do EBH, resina e frações são baixas, para a 
maior concentração testada (200 ppm). 
A atividade alelopática foi avaliada a partir da germinação de sementes de alface 
(Lactuca sativa) e do crescimento da radícula e hipocótilo. O maior efeito inibidor sobre a 
germinação das sementes, bem como para o crescimento da radícula e do hipocótilo, foi 
apresentado pela FAe. 
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Considerando que na fração acetato de etila concentrou-se atividade alelopática e 
citotóxica, esta foi escolhida pra um estudo fitoquímico. 
A FAe foi cromatografada em coluna de sílica gel e eluída com solventes de 
gradiente crescente de polaridade: hexano/ acetato de etila/ etanol. Após várias 
recristalizações das frações cromatográficas, foi isolado o flavonóide glicosilado 
quercetina-3-O-(6´´-O-α-ramnosil)-β-glicosídeo (Rutina). A elucidação estrutural desta 
substância foi realizada com base nos dados espectroscópicos de IV, RMN H1 e RMN C13, 
bem como por comparação com os dados da literatura. 
Os resultados preliminares deste estudo são promissores no sentido de procurar 
compostos fitotóxicos e citotóxicos, principalmente na FAe, que pode servir de modelo 
para a síntese de substâncias ativas. 
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2. INTRODUÇÃO 
 
 O uso de plantas medicinais data de milênios, sendo seu intenso emprego descrito 
por antigas civilizações, como China e Índia. Mesmo hoje, as plantas são praticamente a 
fonte exclusiva de fármacos para a maioria da população mundial. 
As estratégias no estudo de Produtos Naturais, principalmente do metabolismo 
secundário das plantas, sofreram mudanças substanciais nos últimos anos em função de 
uma série de fatores que vão desde os avanços tecnológicos, ao interesse específico da 
indústria química e farmacêutica por novas moléculas, principalmente aquelas que 
possuem alguma atividade biológica.  
Dentro deste contexto, a proposta de inserção de ensaios biológicos simples à 
rotina dos laboratórios fitoquímicos, acompanhando as metodologias de isolamento e 
elucidação estrutural, é uma estratégia que contribuiu significantemente para a ciência de 
produtos naturais, mais especificamente na obtenção de novas moléculas ativas. Essa 
metodologia, além de encurtar o caminho para obtenção de substâncias bioativas, pode 
freqüentemente contribuir para o fornecimento de protótipos que serão utilizados nas 
transformações químicas (CORDEL, 1995; HAMBURGER & HOSTETTMANN, 1991). No 
entanto, é de suma importância que o bioensaio selecionado consiga acompanhar as 
características do trabalho fitoquímico, ou seja, o ensaio biológico proposto tem que ser 
de baixo custo, rápido e reprodutível (McLAUGHLIN et al., 1991). 
Uma vez isolados os compostos ativos e suas estruturas elucidadas, estes podem, 
em alguns casos, constituir-se em novas substâncias com atividade biológica. Por outro 
lado, estas “moléculas líderes” poderão ser utilizadas como modelos para a síntese de 
compostos mais ativos e seletivos. 
Assim, na presente proposta foram aplicados bioensaios simples como o teste de 
toxicidade frente a Artemia salina, atividade antioxidante utilizando o cromóforo radical 
livre DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) e o teste de inibição da germinação de sementes 
para avaliar as atividades citotóxica, antioxidante e alelopática respectivamente, ao 
extrato das folhas de Canavalia rosea, planta esta estudada também sob o ponto de vista 
fitoquímico.  
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
3.1. Gênero Canavalia 
 
 O gênero Canavalia, pertencente à família das Leguminosas, também conhecida 
como Fabaceae, que é uma das maiores famílias do reino vegetal. As leguminosas são 
compostas por cerca de 750 gêneros, contendo 16.000 a 19.000 espécies distribuídas 
pelo mundo (ALLEN & ALLEN, 1981). Apesar do grande número de estudos realizados 
com as sementes de plantas do gênero Canavalia, raros são os estudos fitoquímicos com 
relação às outras partes da planta como folhas, galhos, cascas, etc. 
 Nas sementes de diferentes espécies de Canavalia, entre elas, C. paraguayensis, 
C. gladiata e C. ensiformis encontrou-se um aminoácido não-proteico (SCHLUTER & 
BORDAS, 1972) denominado L-canavanina ou ácido L-2-amino-4-(guanidinooxi) butanóico 
(Figura 1) considerado um análogo potencialmente tóxico da L-arginina (Figura 2) 
provocando efeitos antimetabólicos em vírus, bactérias e fungos, assim como em animais 
e plantas inferiores e superiores (ROSENTHAL, 1991).  
 
 NH2-CH-NH-O-CH2CH2-CH-COO- 
   │             │ 
     NH2                      NH3+ 
NH2-CH-NH-CH2CH2CH2-CH-COO- 
   │              │ 
     NH2                        NH3+ 
 
 
 
 
             Figura 1: L-Canavanina                                                    Figura 2: L-Arginina 
 
 Acredita-se ainda, que este aminoácido não-proteico tenha função de defesa nas 
plantas superiores contra herbívoros, predadores e patógenos (ROSENTHAL & BELL, 
1979). Portanto, este aminoácido é considerado um aleloquímico protetivo e possui 
grande importância ecológica (BASS et al., 1995). Por exemplo, o consumo de canavanina 
pela larva do tabaco, Manduca sexta, atenua seu crescimento, produzindo pupas e 
adultos com aberrações durante o seu desenvolvimento.  
Além do aminoácido canavanina, nas sementes de plantas do gênero Canavalia 
encontram-se também proteínas tóxicas, lecitinas, enzima manosidase entre outros 
compostos (EINHOFF & RÜDIGER, 1989). 
A presença de lecitinas, proteínas de armazenamento e proteínas tóxicas em 
vegetais, particularmente nas sementes de plantas leguminosas, tem sido conhecida por 
muitas décadas. As proteínas tóxicas estão geralmente associadas com as lecitinas na 
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mesma semente. Lecitinas são fosfolipoproteínas que ligam-se especificamente a 
carboidratos. Entre as proteínas tóxicas encontradas em sementes, a primeira a ser 
isolada e identificada como uma proteína distinta foi a ricina, encontrada em Receios 
communis (mamona), junto com uma lecitina lactose-específica (TAKAHASHI, et al., 
1962; NICOLSON, et al., 1974). 
Das sementes de Canavalia ensiformis (jack-bean), foi isolada uma proteína tóxica 
chamada canatoxina, diferente da concanavalina A (Con A), uma conhecida lecitina 
presente nas sementes desta planta (CARLINI & GUIMARAES, 1981). A Con A, quando 
adicionada a células infectadas com vírus de estomatite vesicular (VSV), previne o 
amadurecimento do vírus. A concanavalina A reduz também a infecção viral da rubéola e 
herpes simples (MARCHETTI et al., 1995). Canatoxina é uma proteína neuro-tóxica e 
letal, à qual se atribuem efeitos farmacológicos. Induz em 24 horas dispnéia, ataxia, 
hipotermia, coma, convulsão crônica e morte em ratos, quando injetado por via intra-
peritonial com 100-200 mg de proteína/Kg de peso corporal (CARLINI & GUIMARÃES, 
1981). A dose letal para matar 50% da população testada (DL50) foi estabelecida em 0,4 a 
0,6 mg/Kg e 2 a 3 mg/Kg quando injetada via intra-peritonial em ratos e camundongos, 
respectivamente (CARLINI et al., 1984). A canatoxina aumenta a circulação de insulina e 
induz hipoglicemia em ratos (RIBEIRO-DaSILVA & PRADO, 1993). 
A C. gladiata (feijão-espada) é uma fonte rica em poliaminas e compostos de 
guanidino (BACHRACH, 1973). Poliaminas alifáticas possuem um papel importante em 
vários processos celulares, tanto em plantas como em animais (OSHIMA, 1983). 
Poliaminas de ocorrência natural incluem as diaminas, triaminas, pentaminas e 
hexaminas. Cerca de 20 delas são encontradas na natureza. Além das poliaminas comuns 
tal como putrescina, espermidina e espermina, as sementes de C. gladiata contém, mais 
raramente, poliaminas como homoespermidina [NH2(CH2)4NH(CH2)4NH2] e canavalmina 
[NH2(CH2)4NH(CH2)3NH(CH2)4NH2]. Foram encontradas ainda pentaminas alifáticas, 
identificadas como derivados aminopropil e aminobutil de canavalmina (HAMANA & 
MATSUZAKI, 1985; FUJIHARA, et al., 1982; FUJIHARA, et al., 1986). 
Leguminosas são ricas em α-glicosidase, uma enzima Zn2+ dependente, 
amplamente distribuída em plantas, bactérias e animais. Funcionalmente, a enzima 
implicada, em conjunto com outras glicosidases, agem na degradação de polissacarídeos, 
glicoproteínas e outros glico-conjugados durante a germinação de sementes para prover 
os nutrientes e energia para o crescimento da mesma (NIYOGI & SINGH, 1988).  
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3.2 Canavalia rosea 
 
 Também conhecida como feijão-da-praia, feijão-de-porco, “baybean”, “coastal 
jackbean”. Pertence a família Fabaceae (Leguminosae).  
 
O feijão-da-praia é uma vegetação típica de 
restinga, sendo classificado como uma planta 
herbácea e trepadeira, que se estende ao longo das 
dunas da praia e da costa litoral (Figura 3a). 
  
Figura 3a: Canavalia rosea, planta herbácia e  
trepadeira 
 
As folhas mais novas dobram-se sob o sol quente do meio-dia. As flores cor-de-
rosa são típicas de vagem (Figura 3b). A Canavalia rosea floresce no verão e 
esporadicamente no resto do ano. As vagens são lisas quando novas e enrugadas quando 
maduras. É conhecida também pelos sinônimos Canavalia lineata e Canavalia marítima. 
A C. rosea cresce em praias, dunas e em costões. Seus caules rastejantes e 
subterrâneos fixam-se ao substrato arenoso impedindo assim a movimentação da areia. 
Plantas desta espécie, próximas ao mar, sofrem maior influência da salinidade marinha, 
através de ondas e respingos levados pelo vento.  
 Esta espécie é usada para controlar a erosão do solo em muitas partes do mundo. 
As vagens, quando jovens, e as sementes são comestíveis e usadas como alimento no 
norte da Austrália. As sementes maduras devem 
ser fervidas ou cozidas antes de serem 
consumidas como alimentos, pois são 
consideradas tóxicas.  
 
 
 
 
 Figura 3b: Flores de Canavalia rosea   
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3.2.1 Classificação Taxonômica  
 
 
Canavalia rosea 
Reino Plantae - vegetais 
Sub-reino Tracheobionta – plantas vasculares 
Divisão Magnoliophyta – angiospermas, e plantas com flores 
Classe Magnoliopsida – dicotiledôneas 
Família Fabaceae/Leguminosae 
Gênero Canavalia Adans - jackbean 
Espécie C. rosea (Sw.) DC. - baybean 
 
 
3.3 Testes Biológicos 
 
 A sugestão de inclusão de ensaios biológicos simples à rotina dos laboratórios 
fitoquímicos, acompanhando as metodologias de isolamento e elucidação estrutural, 
contribui muito para a ciência de produtos naturais. É muito importante que o ensaio 
selecionado consiga acompanhar as características do trabalho fitoquímico, ou seja, o 
ensaio biológico proposto tem que ser de baixo custo, rápido e reprodutível. Este 
sincronismo é necessário ao estudo fitoquímico monitorado por ensaios biológicos simples 
e tem sido muito explorado recentemente na literatura (HAMBURGER et al., 1991; 
CORDEL, 1995; McLAUGHLIN & HOSTETTMANN, 1991). 
 Tem-se sugerido diferentes ensaios que podem ser adaptados à rotina de 
laboratórios de fitoquímica e estes são freqüentemente denominados “ensaios de 
bancada”. Entre eles destacam-se: Atividade antibacteriana, antifúngica, moluscicida, 
larvicida, alelopática e citotóxica. 
 
 
3.3.1 Teste de toxidade frente a Artemia salina 
  
 Testes biológicos simples foram desenvolvidos para prever as atividades in vitro e 
in vivo. Um “screening” que tem se mostrado eficiente é o que utiliza a Artemia salina.  
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Este bioensaio detecta um amplo espectro de atividade biológica em diferentes 
estruturas químicas, podendo ser usado como um substituto barato para os testes de 
citotoxicidade, que utilizam linhagens de células tumorais (McLAUGHLIN & 
HOSTETTMENN, 1991; McLAUGHLIN et al., 1991; McLAUGHLIN et al., 1993).  
Devido a grande sensibilidade da A. salina, este bioensaio está estreitamente 
relacionado com a atividade biológica em geral, pois todo o composto que possui alguma 
atividade, também apresenta certa toxicidade (SAM et al., 1993; MEYER et al., 1982). 
Este bioensaio baseia-se na premissa de que compostos bioativos são tóxicos em altas 
doses e a letalidade de um organismo simples deve ser usada para monitorar o 
fracionamento de extratos ativos (McLAUGHLIN & HOSTETTMENN, 1991). Sendo assim, 
pode-se obter experimentalmente a DL50 (concentração de extrato necessária para 
provocar óbito na metade das larvas testadas). 
O organismo Artemia salina Leach (1812), mostrado na Figura 4, é um 
microcrustáceo marinho comumente conhecido por larva de camarão ou nauplius, 
pertencente a subclasse Branchiopoda, ordem Anostraca (SAM et al., 1993).  
 
     
Figura 4: Larva de Artemia salina Leach (1812) 
Fonte: http://www.dinamicaespiral.com.br/artemiaframe.html, 12/12/2003. 
 
 Estes animais são ricos em proteínas, sais minerais e vitamina A. Alimentam-se 
e respiram através de suas pernas, que precisam estar em constante movimentação 
(Figura 5). Os ovos deste microcrustáceo podem ser facilmente adquiridos em lojas 
especializadas. As larvas desenvolvem-se facilmente, não 
exigindo condições estéreis, o que torna a execução deste 
bioensaio viável em um laboratório clássico de química 
(HAMBURGER e HOSTETTMANN, 1991), sendo proposto 
como um substituto mais barato e simples para os ensaios 
citotóxicos com células (MEYER et al., 1982). 
 
 
Fonte: http://www.armazemdomar.com.br/biblioteca/artemia.html, 18/01/03 
Figura 5: Larvas de Artemia 
salina no aquário. 
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3.3.2 Atividade antioxidante 
 
O grande interesse por substâncias antioxidantes se deve principalmente ao fato 
dos radicais livres estarem envolvidos na etiologia de várias doenças, incluindo asma, 
inflamações, câncer e o próprio processo de envelhecimento (AMES et al., 1993). As 
células e os tecidos vivos estão permanentemente expostos a processos oxidativos contra 
os quais podem ser protegidos pela ação de antioxidantes naturais.  
A literatura tem mostrado que inúmeros metabólitos secundários de plantas, tais 
como flavonóides, taninos ou mesmo extratos vegetais podem ser utilizados como 
captores ou inibidores de radicais livres e/ou espécies ativas de oxigênio (BOUCHET et al., 
1998). Os radicais livres são de grande interesse no desenvolvimento de novas drogas, 
levando antioxidantes de origem natural a receber uma atenção especial (POTTERAT, 
1997). 
Diversos são os modelos para uma avaliação prévia de substâncias e extratos 
vegetais com possível atividade antioxidante. Dentre eles merece destaque pela 
simplicidade e facilidade de ser introduzido como ensaio de bancada em laboratórios de 
Fitoquímica o método espectrofotométrico, utilizando o cromóforo radical livre DPPH (1,1-
difenil-2-picrilhidrazil) (BOUCHET et al., 1998; CAVIN et al., 1998). 
A redução do radical DPPH, cuja estrutura é mostrada na Figura 6, é muito usado 
para medir a capacidade antioxidante em um tempo relativamente curto comparado com 
outros métodos. O efeito da ação antioxidante do radical DPPH se deve a sua habilidade 
de captar hidrogênio. 
 
N     N       NO2
O2N
O2N
.
 
 
 
 
    Figura 6: Estrutura do DPPH 
 
 
3.3.3 Teste Alelopático 
 
 A eficiência da agricultura mundial depende do controle de doenças e pestes, 
especialmente ervas daninhas, já que estas competem com as plantas da colheita por 
recursos naturais, baixando o rendimento da mesma (VYVYAN, 2002).  
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Para evitar perdas na agricultura, o uso de insumos químicos, como inseticidas, 
fungicidas, herbicidas e fertilizantes impulsionou o desenvolvimento de nações 
predominantemente agrícolas como o Brasil. Os benefícios advindos dessas práticas 
agrícolas foram muitos, porém, também foram muitos os males causados ao meio 
ambiente e ao ser humano (COUTINHO, 1996). 
 Para sua defesa, as plantas sofrem adaptações físicas, e assim produzem um 
amplo espectro de metabólitos secundários, sendo que alguns destes exercem um efeito 
direto ou indireto sobre outras plantas, incluindo microorganismos, através da liberação 
de compostos químicos para o meio. A este fenômeno chamamos de alelopatia 
(WHITTAKER & FEENY, 1971; RICE, 1984; PUTNAM & TANG, 1986). 
 A atividade alelopática desempenha um papel relevante no meio ambiente. Os 
metabólicos secundários ou produtos naturais envolvidos em alelopatia são denominados 
aleloquímicos, e estes, por sua vez, podem ser liberados através de diferentes 
mecanismos: volatilização de folhas, exudação de raízes, lixiviação de folhas e restos de 
plantas até o solo por precipitação (PUTNAM, 1993). 
 Um bioensaio útil em estabelecer o potencial alelopático de um composto ou 
extrato de planta é o teste de germinação de sementes e de crescimento da radícula e 
hipocótilo. Estes bioensaios vem sendo introduzidos com muito sucesso nos laboratórios 
de fitoquímica para avaliar o potencial alelopático de plantas (BARUAH et al., 1994; 
MACÍAS et al., 1994; MACÍAS et al., 1996; MATA et al., 1998; MACÍAS et al., 1999; 
MACÍAS et al., 2000). 
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4. OBJETIVOS 
 
4.1 Objetivo Geral 
 
Este trabalho tem como objetivo central o desenvolvimento de um estudo 
fitoquímico de Canavalia rosea, biomonitorado pelos “bioensaios de bancada” para a 
avaliação da atividade alelopática, antioxidante e citotóxica.  
 
 
4.2 Objetivos Específicos 
 
i) 
ii) 
iii) 
iv) 
v) 
vi) 
Preparo do extrato bruto das folhas de Canavalia rosea; por maceração em etanol; 
 
Particionamento do extrato bruto por diferentes solventes, a fim de obter as frações 
em quantidades expressivas do extrato, para posterior estudo biológico e fitoquímico. 
 
Aplicação do bioensaio de toxicidade frente a Artemia salina ao extrato bruto e 
frações a fim de avaliar a atividade citotóxica. 
 
Aplicação do bioensaio para atividade antioxidante usando DPPH ao extrato bruto e 
frações.  
 
Aplicação do bioensaio de germinação de sementes para avaliar a atividade 
alelopática ao extrato bruto e frações.  
 
Isolamento e determinação estrutural dos possíveis princípios ativos. 
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5. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
5.1 Equipamentos e reagentes 
 
 As vidrarias necessárias para o manuseio da amostra e realização dos testes foram 
os comuns aos laboratórios de química, como tubos de ensaio, placas de Petri, béqueres, 
coluna cromatográfica, entre outros. Os solventes utilizados, como etanol, metanol e 
acetato de etila, foram obtidos comercialmente. 
 Os cistos de Artemia salina e sal marinho foram adquiridos em lojas de aquário e 
as sementes de alface (Lactuca sativa) foram adquiridas em lojas agropecuárias. Tween 
80 (polioxietilensorbitano monoleato) e DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) utilizados foram 
os da marca Aldrich.  
 As leituras espectrofotométricas foram realizadas em Espectrômetro UV-VIS, 
Hitache 2000. Para determinação estrutural utilizou-se Espectrômetro Infravermelho, 
PERKIN ELMER – FT 16 PC, e Espectrômetro de Ressonância Magnética Nuclear, BRUKER 
200 MHz. 
 
 
5.2 Coleta e Identificação da planta 
 
 A Canavalia rosea foi coletada na Praia da Daniela, Florianópolis-SC, em abril de 
2003, sendo identificada no Departamento de Botânica da Universidade Federal de Santa 
Catarina – UFSC, pelo professor Daniel de Barcellos Falkenberg. 
 
 
5.3 Obtenção do Extrato Hidroalcoólico Bruto 
 
 Após a coleta, foram separadas as folhas do material vegetal, sendo estas secas 
em estufa e em seguida trituradas.  
 Foram obtidas aproximadamente 890 gramas de folhas secas e moídas, a partir do 
qual se obteve o extrato hidroalcoólico bruto por maceração (quinze dias) em álcool 
etílico de grau comercial. Logo após, o extrato hidroalcoólico foi filtrado e rotaevaporado 
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sob pressão reduzida (temperatura aproximada 70O C). A maceração foi repetida três 
vezes. Obteve-se cerca de 40,11 g do extrato bruto seco. 
 
 
5.4 Particionamento do extrato bruto 
 
 Após obtenção do extrato bruto, adicionou-se água e então submeteu-se a uma 
extração líquido-líquido com solventes de diferentes polaridades conforme Figura 7, 
obtendo-se as frações acetato de etila (FAe), n-butanol (FBu) e aquosa (FAq). Nesta 
última fração observou-se uma pequena precipitação após alguns dias em repouso, sendo 
filtrada e obtida a resina (R). Todas as frações e resina foram secas e conservadas em 
câmera fria inferior a 5ºC e protegidos da luz. 
 
 
Extrato bruto hidroalcoólico 
(EBH) 
Água 
Solução aquosa 
Acetato de etila 
Solução aquosa Fração acetato de etila 
(FAe) 
n-butanol 
FiltraSolução aquosa r Fração n-butanol 
(FBu) 
Filtração 
Fração aquosa 
(FAq) 
Resina 
(R) 
 
Figura 7: Fluxograma do particionamento do extrato bruto de Canavalia rosea. 
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5.5 Teste de Toxidade Frente a Artemia salina 
 
O extrato bruto e frações foram avaliados pelo teste de toxicidade frente A. salina 
segundo a metodologia de Meyer et al. (1982) com modificações. Estes foram dissolvidos 
em etanol, a fim de se obter uma concentração de 10.000 μg.mL-1 que foi diluído nas 
concentrações desejadas para o teste (100, 200, 500, 700 até 1000 μg.mL-1). 
 A toxicidade do extrato bruto e frações foi medida em solução de água marinha 
com 1% de tween 80 (v/v). Cada concentração foi feita em triplicata e estas foram 
acompanhadas do controle positivo (K2Cr2O7), cuja toxicidade está entre 20 e 40 ppm 
segundo a literatura (SAM, 1993), e controle negativo (etanol:água destilada). Entre seis 
a dez larvas foram usadas em cada teste, sendo os sobreviventes contados após 24 horas 
em contato com os extratos.  
 A concentração para matar 50 % das larvas após o tempo de exposição, a DL50, 
foi determinada através de um gráfico de % mortalidade vs  logarítimo da dose, conforme 
se observa na Figura 8. Para os demais extratos, utilizou-se o mesmo método. Este 
método é descrito por Reed-Muench (IPSEN & FEIGL, 1970; MIYA et al., 1973). 
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Figura 8: Obtenção da dose letal para a fração acetato de etila,  
frente ao teste de toxicidade com A. salina. 
 
 
5.6 Teste de Atividade Antioxidante 
 
A avaliação da atividade antioxidante foi realizada utilizando o cromóforo DPPH, 
técnica esta que se baseia no método de CAVIN et al. (1998) e BOUCHET et al. (1998). 
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 Para realização do ensaio, preparou-se uma solução metanólica de DPPH (1,1-
difenil-2-picrilhidrazil) 0,004 % momentos antes do uso. As amostras do extrato bruto e 
frações foram preparadas nas concentrações 10, 25, 50, 100 e 200 μg.mL-1. 
 A leitura foi feita no espectrofotômetro UV-VIS, em 517 nm. Primeiro determinou-
se a absorbância no tempo inicial (Ao) medindo-se a absorbância da mistura de 2mL de 
DPPH 0,004 % (que é violeta) e 1mL de metanol. Analogamente, a cada uma das 
soluções dos extratos em análise (1 mL), foram adicionados 2 mL de DPPH. Após 30 
minutos iniciou-se as medidas. O teste foi feito em triplicata. 
 A IC50, concentração necessária para provocar 50 % de decréscimo na 
absorbância do DPPH, é obtida a partir do gráfico de percentagem de DPHH em função 
da concentração do extrato, como exemplificado na Figura 9 para o extrato n-butanol.  
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Figura 9: Obtenção da IC50, para o n-butanol. 
 
 
5.7 Teste Alelopático 
 
 Este ensaio biológico consiste na germinação de 25 sementes em placa de Petri, 
as quais contém discos de papel filtro embebido com 1 mL das soluções do extrato bruto 
e frações em diferentes concentrações (MACIAS, et al., 1994).  
 Após aplicação do extrato adiciona-se 1,5 mL de Tween 80 (100 μg.mL-1). No dia 
seguinte ao início do teste as sementes foram semeadas. Após doze horas, iniciaram-se a 
contagem das sementes que germinaram. A contagem é feita diariamente por cinco dias, 
e, neste último, avalia-se o crescimento da radícula e hipocótilo, medidos com auxílio de 
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uma régua. Em paralelo, faz-se o controle com uma testemunha, ou branco, (água 
destilada). Para cada uma das concentrações o teste é feito em triplicata. 
 
 
5.8 Estudo Fitoquímico do Extrato de Canavalia rosea 
 
 A fração acetato de etila (3,9 g), foi submetida a cromatografia em coluna de sílica 
gel. A eluição foi realizada segundo uma ordem crescente de polaridade de acordo som o 
sistema hexano/acetato de etila/etanol, conforme Tabela 1.  
 As sub-frações foram coletadas e concentradas por meio de um evaporador 
rotativo sob pressão reduzida, e, por fim, transferidas para frascos menores, sendo 
posteriormente analisadas em cromatografia de camada delgada (CCD) e reunidas de 
acordo com resultados. 
  
                           Tabela 1: Frações eluídas através de coluna cromatográfica. 
Hexano % Acetato de etila % Etanol % Frações 
100 - - 1,2 
97 3 - 3 
95 5 - 4-6 
90 10 - 7-12 
85 15 - 13-15 
80 20 - 16-25 
75 25 - 26-30 
70 30 - 31-34 
60 40 - 35,36 
50 50 - 37-41 
40 60 - 42-44 
30 70 - 45-48 
20 80 - 49-53 
10 90 - 54-57 
- 100 - 58-62 
- 95 5 63,64 
- 80 20 65-68 
- 70 30 69-71 
- 60 40 72-75 
- 40 60 76,77 
- 20 80 78,79 
- - 100 80,81 
 
 As frações que apresentaram precipitados foram tratadas a fim de isolar possíveis 
compostos ativos. Estes foram estudados através da análise conjunta de dados 
espectroscópicos, como infravermelho (IV), ressonância magnética nuclear de próton 
(RMN 1H) e carbono 13 (RMN 13C).  
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6. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 Inúmeros são os estudos fitoquímicos realizados com sementes de plantas do 
gênero Canavalia. No entanto a espécie C. rosea não tem sido estudada, e, por fazer 
parte da flora catarinense, torna-se interessante realizar um estudo fitoquímico desta, a 
fim de isolar possíveis compostos que exibam atividade.  
 
 
6.1 Análise do Bioensaio utilizando Artemia salina 
 
 O bioensaio que utiliza A. salina tem sido adotado em laboratórios de fitoquímica 
para avaliar a atividade citotóxica. Este bioensaio apresenta boa correlação com ensaios 
que utilizam linhagens de células tumorais bem como com outros ensaios biológicos. 
 Foram submetidos a este ensaio o extrato bruto hidroalcoólico das folhas de C. 
rosea, assim como a resina e frações obtidas a partir deste extrato. Neste bioensaio, 
considera-se uma planta com atividade citotóxica, quando o valor DL50 for menor que 
1000 ppm (MEYER et al., 1982). Na Tabela 2 encontram-se os valores da DL50.  
 
Tabela 2: Efeito do extrato bruto e frações de C. rosea  
frente ao bioensaio com Artemia salina. 
Extrato/fração DL50, μg.mL-1 
Extrato bruto 906 
Fração acetato de etila 692 
Fração n-butanol > 1000 
Resina 920 
  
Com base nos resultados, pode-se observar que a fração acetato de etila 
apresentou maior toxidade frente ao ensaio com Artemia salina. O extrato bruto e a 
resina também mostraram atividade, no entanto em menor proporção. Já a fração n-
butanol não apresentou atividade citotóxica significante frente a este bioensaio. 
 
 
6.2 Análise do Bioensaio para Atividade Antioxidante 
 
 O bioensaio que utiliza o radical livre DPPH é utilizado para determinar a possível 
atividade antioxidante de extratos vegetais. Este radical é relativamente estável, de forte 
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coloração azulada e suficientemente solúvel em álcoois miscíveis em água, como o 
metanol.  
 A ação seqüestrante de radicais livres pelo DPPH deve-se a reação deste com 
compostos, geralmente fenólicos, pela abstração de um radical hidrogênio, de acordo com 
a seguinte equação: 
 
 (DPPH).  +  Flavonóide-O-H                      (DPPH):H  +  Flavonóide-O. 
 
 A solução metanólica de DPPH 0,004% é progressivamente descorada com a 
adição do extrato, e, quanto maior for a atividade antioxidante do extrato, maior será a 
descoloração da solução. 
 A atividade antioxidante do extrato bruto, resina e frações das folhas de Canavalia 
rosea podem ser observadas na Tabela 3. 
 
Tabela 3: Atividade antioxidante do extrato e frações de C. rosea. 
% Atividade antioxidante 
Concentração do 
extrato, μg.mL-1 
EB FAe FBu FAq R 
10 2,3 13,1 10,9 5,8 4,64 
25 8,3 20,8 20,9 6,2 6,89 
50 16,8 30,1 29,8 8,5 11,4 
100 22,3 37,5 38,0 13,6 18,1 
200 27,3 45,3 47,8 20,1 38,9 
 
 
 Em nenhum dos casos pode-se determinar a IC50, que é a concentração necessária 
para que se obtenha 50 % de atividade. Pode-se inferir que a atividade antioxidante do 
extrato, resina e frações testadas é baixa, para a maior concentração testada (200 ppm). 
 
 
6.3 Análise do Bioensaio para Atividade Alelopática 
 
 Para realizar o ensaio de germinação de sementes a fim de avaliar a atividade 
alelopática, foram submetidos ao ensaio: extrato bruto, resina e frações obtidas do 
particionamento de C. rosea. O efeito destes extratos sobre a germinação de sementes de 
alface (Lactuca sativa), assim como sobre o desenvolvimento da plântula, isto é, 
crescimento da radícula e hipocótilo, estão mostrados na Tabela 4. 
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Tabela 4: Efeito do extrato e frações de C. rosea sobre a germinação de sementes. 
Extrato bruto 
[Extrato], g % % Germinação % Crescimento 
radicular 
% Crescimento 
hipocótilo 
0,31 101,4 133,7 98,0 
0,62 92,9 123,0 102,0 
1,25 84,5 50,4 94,0 
2,50 46,5 31,3 98,6 
5,00 21,1 17,8 82,3 
Acetato de etila 
[Extrato], g % % Germinação % Crescimento 
radicular 
% Crescimento 
hipocótilo 
0,31 50,0 82,9 46,48 
0,62 10,0 54,5 51,7 
1,25 NC - - 
2,50 NC - - 
5,00 NC - - 
n-butanol 
[Extrato], g % % Germinação % Crescimento 
radicular 
% Crescimento 
hipocótilo 
0,31 105,6 55,5 125,5 
0,62 101,4 20,6 103,9 
1,25 92,9 18,6 80,4 
2,50 69,7 13,9 49,0 
5,00 21,1 7,1 54,9 
Aquosa 
[Extrato], g % % Germinação % Crescimento 
radicular 
% Crescimento 
hipocótilo 
0,31 98,0 21,8 67,8 
0,62 98,0 15,0 59,3 
1,25 94,0 10,5 52,5 
2,50 88,0 9,5 49,1 
5,00 52,0 6,8 45,8 
Resina 
[Extrato], g % % Germinação % Crescimento 
radicular 
% Crescimento 
hipocótilo 
0,15 100,7 86,9 101,4 
0,31 96,6 89,9 109,8 
0,62 102,8 99,3 109,8 
1,25 102,8 91,3 104,2 
2,50 88,4 68,5 84,5 
NC: não observou-se germinação 
 
 Como se pode observar, a fração acetato de etila apresentou a maior atividade 
alelopática, inibindo em 50 % a germinação das sementes na concentração 0,31 g % e 
90% na concentração 0,62 g %. Com esta fração, para concentrações maiores, não 
houve germinação das sementes. Nesta mesma concentração (0,31 g %) as outras 
frações não apresentaram inibição na germinação das sementes, com exceção do resíduo 
aquoso que inibiu apenas 2 %, resultado que pode não ser interessante. 
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 O extrato bruto apresentou um leve estímulo na germinação das sementes na 
concentração 0,31 g %, porém, aumentando-se a concentração do mesmo, a germinação 
passa a ser inibida. Na concentração 5,0 g % o efeito inibitório chega a 78,9 % sobre a 
germinação das sementes. O mesmo efeito se observa para o crescimento radicular, com 
inibição do crescimento em 82,2 % na concentração 5,0 g %. Para o crescimento do 
hipocótilo não foram observados grandes efeitos inibitórios. 
 A fração n-butanol em concentrações mais baixas mostrou um estímulo na 
germinação das sementes de alface, porém à 5,0 g% apresentou efeito inibitório de 78,9 
% das sementes. Seu maior efeito inibitório se mostrou presente no crescimento 
radicular, apresentando, na concentração 0,31 g%, uma inibição de 44,5 % passando a 
92,9 % em 5,0 g %. Quanto ao crescimento do hipocótilo, houve um estímulo em 25,5 % 
na concentração 0,31 g %, e sua maior inibição (51 %) em 2,5 g % de extrato. 
 A fração aquosa não apresentou muito efeito sobre a germinação das sementes e 
sua maior inibição foi de 48 % na concentração 5,0 g %. Assim como a fração n-butanol, 
seu maior efeito foi sobre o crescimento radicular, inibindo 78,2 % em 0,31 g % de 
extrato, aumentando a inibição à medida que aumenta a concentração do extrato 
chegando a inibir em 93,2 % o crescimento da radícula na concentração de 5,0 g %. Este 
mesmo efeito se observa sobre o crescimento do hipocótilo, porém com menor 
intensidade, apresentando maior inibição na concentração 5,0 g % onde a inibição foi de 
54,2 %. A resina foi a fração que apresentou menor atividade alelopática, podendo ser 
observado um estímulo em grande parte dos resultados. Os resultados são mostrados na 
Figura 10. 
0
20
40
60
80
100
120
%
 
G
e
r
m
i
n
a
ç
ã
o
1 5 9 13 17 21 25
Concentração, g%
1 2
3 4
5 6
7 8
9 10
11 12
13 14
15 16
17 18
19 20
21 22
23 24
25 26
 
Figura 10: Efeito do extrato e frações das folhas de C. rosea sobre a germinação de sementes.  
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Legenda: 
   1 – Testemunha. 
   2 ao 6 – Resíduo aquoso, concentrações 0,31; 0,62; 1,25; 2,5 e 5,0 g % respectivamente. 
   7 ao 11 – Resina, concentrações 0,15; 0,31; 0,62; 1,25 e 2,5 g % respectivamente. 
   12 ao 16 – n-butanol, concentrações 0,31; 0,62; 1,25; 2,5 e 5,0 g % respectivamente. 
   17 ao 21 – Acetato de etila, 0,31; 0,62; 1,25; 2,5 e 5,0 g % respectivamente. 
   22 ao 26 – Extrato bruto, 0,31; 0,62; 1,25; 2,5 e 5,0 g % respectivamente. 
 
 
6.4 Análise do Estudo Fitoquímico do Extrato de Canavalia rosea 
 
 Por apresentar maior atividade frente aos ensaios biológicos, a fração acetato de 
etila foi tomada para um estudo fitoquímico preliminar. Vale lembrar que é interessante 
realizar um estudo mais detalhado com as outras frações, uma vez que são poucos os 
estudo realizadas com Canavalia rosea.  
 Após fracionamento da fração acetato de etila, através de cromatografia em 
coluna e análise por cromatografia em camada delgada (CCD) as frações coletadas 
puderam ser reunidas conforme comportamento frente a CCD. 
 Dentre as 83 frações recolhidas, foi dada maior atenção às frações 70 a 73. Nestas 
houve formação um de sólido amarelo-esverdeado, que após diversas recristalizações em 
metanol, foram analisadas por espectroscopia de Infravermelho. Os espectros permitem 
deduzir que o composto é o mesmo nas quatro frações. O espectro Infravermelho da 
fração 71 encontra-se no Anexo 1. Este espectro é característico de flavonóide glicosilado, 
com uma banda intensa em 3422,57 cm-1 correspondente a deformação axial do grupo    
–OH. A banda em 2934,20 cm-1 é característica de vibrações de deformação axial –C-H. 
Apresenta também intensas bandas na região entre 1600-1000 cm-1. Bandas de absorção 
na região de 1500 a 1600 cm-1 são característicos de vibração da ligação C-C do esqueleto 
aromático. Absorção relativa ao grupo carbonílico do flavonóide aparece em 1654,48 cm-1. 
A natureza glicosídica do flavonóide é refletida pela banda intensa e larga em 3422,57 e 
1063,96 cm-1, referente absorção das hidroxilas e da ligação C-O, respectivamente. 
 Para confirmar a presença do grupo flavonoídico foi realizado um teste analítico 
misturando 1 mL da solução da fração 71 com magnésio metálico e HCl. A cor vermelha 
indicou a presença de flavonóide.  
 A fração 71 foi também submetida a espectroscopia de RMN de H1 e C13. 
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O espectro de RMN de H1 em CD3OD (Anexo 2) mostrou sinais característicos da 
aglicona quercetina, sendo os prótons anoméricos em δ 5,35 e 4,71 ppm são 
característicos da glicose e ramnose, respectivamente. Os dados referentes a esta análise 
estão relacionados na Tabela 5 e podem ser discutidos como segue: dois dubletes 
centrados em 6,39 ppm (d; J = 1,92) e em 6,59 ppm (d; J = 1,92) correspondentes aos 
H-6 e H-8 da aglicona, respectivamente. A constante de acoplamento destes hidrogênios 
indica que os mesmos são meta relacionados. Um outro sinal em 7,06 ppm (d; J = 8,30) 
corresponde a presença de H-5´ da quercetina. Outro sinal em 7,80 ppm com integração 
para dois hidrogênios foi atribuído aos H-2´ e H-6´. O sinal para o H do C-6 da ramnose é 
observado em δ 1,31 ppm como dublete e com constante de acoplamento de 6,1. Os 
outros sinais relativos aos H-2 a H-6 da glicose e aos H-2 a H-5 da ramnose estão 
situados na região entre 3,46 a 3,81 ppm. 
 
Tabela 5- Dados espectroscópicos de RMN de H1 (200 MHz) para rutina (dados 
experimentais e da literatura) em CD3OD. 
 Literaturaa Dados experimentais 
Aglicona   
H-6 6,21 (d; 2,0) 6,39 (d; 1,92) 
H-8 6,40 (d; 2,0) 6,59 (d; 1,92) 
H-2´ 7,66 (d; 2,1) 7,80 
H-5´ 6,87 (d; 8,5) 7,06 (d; 8,30) 
H-6´ 7,62 (dd; 2,1; 8,5) 7,80 
3-Glicosil   
H-1 5,10 (d; 7,7) 5,35 
H-2 5,46 (dd; 7,7; 8,9)  
H-3 3,40 (t; 8,9)  
H-4 3,26 (t; 8,9)  
H-5 3,32 (ddd; 1,2; 6,1; 8,9)  
H-6a 3,80 (dd; 1,2; 11,0)  
H-6b 3,38 (dd; 6,1; 11,0)  
6´´-Ramnosil   
H-1 4,51 (d; 1,5) 4,71 
H-2 3,62 (dd; 1,5; 3,4)  
H-3 3,53 (dd; 3,4; 9,6)  
H-4 3,27 (t; 9,6)  
H-5 3,44 (dq; 6,2; 9,6)  
H-6 (CH3) 1,11 (d; 6,2) 1,31 (d; 6,10) 
aKAZUMA et al., 2003. 
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O espectro de RMN de C13 (Anexo 3) mostrou sinais correspondendo a aglicona 
flavonol (quercetina) e sinais correspondentes aos açúcares glicose e ramnose, como 
mostrado na Tabela 6.  
 
Tabela 6: Dados espectroscópicos de RMN de C13 para a rutina (dados experimentais e 
da literatura) em CD3OD. 
 Literaturaa Dados experimentais 
Aglicona   
C-2 158,52 158,80 
C-3 135,62 135,89 
C-4 179,44 179,70 
C-5 162,98 163,27 
C-6 99,95 100,22 
C-7 166,01 166,37 
C-8 94,87 95,14 
C-9 159,35 159,63 
C-10 105,66 104,97 
C-1´ 123,15 123,38 
C-2´ 117,69 117,95 
C-3´ 145,94 146,14 
C-4´ 149,81 150,11 
C-5´ 116,06 116,35 
C-6´ 123,55 123,82 
3-Glicosil   
G-1 104,69 104,98 
G-2 75,74 76,01 
G-3 78,20 78,44 
G-4 71,42 71,67 
G-5 77,25 77,49 
G-6 68,56 68,83 
6´´-Ramnosil   
R-1 102,42 102,70 
R-2 72,12 72,38 
R-3 72,26 72,50 
R-4 73,94 74,20 
R-5 69,71 69,99 
R-6 17,87 18,17 
aKAZUMA et al., 2003. 
 
O espectro de RMN C13/DEPT (CD3OD, 60 MHz) (Anexo 4) mostra a presença de 
um sinal negativo em 68,80 ppm referente ao -CH2 da glicose. 
 Desta forma, a quercetina-3-O-(6´´-O-α-ramnosil)-β-glicosídeo, também 
conhecido como quercetina 3-rutinosídeo ou ainda rutina (Figura 11), foi estabelecida 
Laboratório de Química de Produtos Naturais 29
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA 
para o composto analisado. A rutina é também conhecida como vitamina P. É um fármaco 
usado no tratamento de insuficiência venosa crônica (REHN et al., 1991). Essa substância 
é utilizada na fabricação de medicamentos que fortalecem os vasos sangüíneos e 
capilares, sendo indicada também no tratamento de varizes. Algumas indústrias já 
acrescentam a rutina em complementos alimentares direcionados à idosos. Entre outros, 
a suplementação nutricional com rutina demonstrou importante papel na prevenção da 
aterosclerose, pois induziu elevação significativa da lipoproteína de alta densidade 
(colesterol-HDL de 35,82 ± 2,31 mg/dL para 44,40 ± 3,11 mg/dL) (RODRIGUES et al., 
2003). Explorada por grandes empresas nacionais e estrangeiras, mediante o pagamento 
de um preço irrisório pela matéria-prima, a substância volta ao mercado sob a forma de 
medicamentos, vitaminas e complementos alimentares a preços altos. 
 
 
Figura 11: Estrutura da rutina 
 
Finalmente, para total certeza sobre a identidade da amostra, analisou-se através 
de cromatografia em camada delgada (CCD) em três distintos solventes, a amostra 
juntamente com rutina (padrão). Os resultados encontram-se na Tabela 7. 
 
Tabela 7: Eluentes usados na CCD e valores de Rf para o padrão rutina e amostra. 
Mistura eluente Rf Rutina (padrão) Rf amostra 71 
Acetato etila/MetOH 
75/25 
0,68 0,68 
Acetato etila /EtOH 
75/25 
0,70 0,70 
Acetato etila /EtOH 
90/10 
0,52 0,52 
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7. CONCLUSÃO 
 
 Com o objetivo deste trabalho desenvolveu-se um estudo fitoquímico de Canavalia 
rosea, biomonitorado pelos “bioensaios de bancada” para a avaliação da atividade 
alelopática, antioxidante e citotóxica.  
 A atividade citotóxica do extrato bruto, resina e frações foram avaliadas frente ao 
bioensaio que utiliza Artemia salina. A maior toxicidade frente ao teste foi obtida para a 
fração acetato de etila, e em menor proporção para o extrato bruto e a resina. Já a fração 
n-butanol apresentou baixa atividade citotóxica. 
Quanto à atividade antioxidante, avaliada através do radical livre DPPH, não foi 
possível determinar a concentração necessária para obter 50% de atividade antioxidante, 
IC50, em nenhum dos testes. Neste caso, pode-se inferir que a atividade antioxidante do 
extrato bruto, resina e frações são baixas, para a maior concentração testada (200 ppm). 
 Dos extratos testados frente ao bioensaio de atividade alelopática, o maior efeito 
inibidor da germinação de sementes de alface (Lactuca sativa) e do crescimento da 
radícula e hipocótilo, foi apresentado pela fração acetato de etila. O extrato bruto, a 
fração aquosa e a fração n-butanol em concentrações mais baixas não inibiram a 
germinação das sementes. A resina apresentou menor atividade alelopática. 
Da fração acetato de etila foi isolado o flavonóide glicosilado quercetina-3-O-(6´´-
O-α-ramnosil)-β-glicosídeo (Rutina). Os resultados preliminares deste estudo são 
promissores no sentido de procurar compostos fitotóxicos e citotóxicos, principalmente na 
fração acetato de etila, e podem servir de modelo para a síntese de substâncias ativas. 
 É preciso incentivar a pesquisa fitoquímica, direcionada ao isolamento de 
moléculas com potencial atividade biológica, a fim de conservar as espécies ainda 
existentes, bem como adquirir dados que possam enriquecer o banco de dados 
fitoquímico. 
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9. ANEXOS 
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Anexo 1 – Espectro de Infravermelho da fração 71, obtida do fracionamento cromatográfico da 
Canavalia rosea com acetato de etila. 
 
 
 
 
 
 
Anexo 2 – Espectro de RMN H1 da fração 71, obtida do fracionamento cromatográfico da 
Canavalia rosea com acetato de etila. 
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Anexo 3 – Espectro de RMN C13 da fração 71, obtida do fracionamento cromatográfico da 
Canavalia rosea com acetato de etila. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Anexo 4 – Espectro de RMN C13/DEPT da fração 71, obtida do fracionamento cromatográfico da 
Canavalia rosea com acetato de etila. 
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